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第一 章 序 論
タンパ ク質 は、夫 々の生 体の 遣 伝子 に よって 生体 が合 目 的に機 能 す るよう
に生合 成 され て いる。 この タンパ ク質 を 漁vi七〇roで全 く異質 の 目的 で利用 し
ょ うと した場 合 、機 能 的 また構造 的 に も適 合 しな い場合 が 多 い。 近年、 農産
物 の副 生 物等 か ら タンバ.ク質 を分離 し・ 食品 等 の工 業原 料 とす る タンパ ク質
工業 が 成立 して い るが、 更 にそ の用 途 を 拡大 し・ 付 加価 値 を高め るために・
新 機 能 の 意 図 的付 加、 従 来機 能 の格 段 の 向上 を 目指 した タ ンパ ク質 修飾 の研
究 が 進 ぬ られ て い る。 修 飾方 法 と して は生 学 修 飾 の適用 も考 え られ るが・ そ
の 用途 が食 品 あ るいは 化 粧 品素材 の様 な場 合、 酵素 触媒 の ほ うが、 特 異的か
つ 捻和 な 条 件で の反応 性 な どの利 点 が あ り、 アク セブ タ ビ リテ ィが高 い と.考
え られ る。 タンパ ク質 の酵 素 修 飾 に関 す る報 告 は、 各種 プ ロ,テアーゼ に よる
加水 分解 反 応 及び 逆合 成 反 応 を利 用 し、 栄 養 性 や機 能特 性 を改良 す る といっ
た報 告 が主 で あ つたが、 最 近 で は、 プ ロテ アー ゼ以 外 の酵 素 の特 異性 を利用
して タンパ ク質 に特 定 の官 能 基 や架 橋 結合 を導 入 す るこ と に よって も機 能特
性 や 栄 養 価 を改 良 しう ると考 え られて きて い る。 その様 な 働 きをす る酵素の
一 つで あ る トラ ン スグル タ ミナ ーゼ(Transgulutaminase,以下TGaseと略す)
に注 目 し、 本 研 究 を進 め た。
↑Gaseは、 哺 乳類 の各 種 器 官、 臓器 に広 く分 布 して お り、 タンパ ク質及 びベ
ブチ ド中の グ ル タミン残 基 の γ・カ ルボ キシ ア ミ ド基 か ら各 種 一級 ア ミンへの
アシル 転 移 反応 を触媒 す るカ ル シ ウム 依存 性 酵素 で あ る(Fig.1ｰ1)。仮 にア
シル 受容 体 と して、 タンパ ク質 中 の リジ ン残 基 の ε・ア ミ ノ墓 が作用 す れば、
分子 内分 子 間 に ε一(γ 一グ ル タ ミル)リ ジ ン架橋 が 形成 され る(Fig.1-2)。
また系 内 に一級 ア ミンが 存 在 しな い時 は、 グ ル タ ミン残 基 の γ一カ ルポ キシァ
ミ ド基 が脱 ア ミ ド化さ れ 、 グル タ ミン 酸残 基 に変 換 され る(Fig.1・3)。
本研 究 で は、 本 酵 素 を工 業 上重 要 な タンパ ク質 で あ るカ ゼ イン、 大豆 タン
パ ク に作 用 させ、 物性 、 機 能 性 に どの様 な影響 を与 え るか、 また、更 にその
応痢 性 につ い て検討 した。
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第二章 同種 タンパ ク質問架橋形成、及びその機能性
大 豆 タンパ ク質 各 成 分(11S,7S)、カゼ イン各 成分(αs1・,・κ・)等 を.
単 離 し、 新 鮮 モル モ ッ ト肝 よ り調 製 したTGaseを作 用 させ架 橋 高分子 化 物を得
た 。 この架 橋 高分 子化 物 を脱塩 、 凍結 乾 燥後 、 溶解 性、 乳 化性、 水 和特 性な
ど の機 能特 性 を測 定 した。各pHにお け る溶 解性 、 乳化 性 は一般 に減 少 す る傾
向 にあ るが、 αs1・カ ゼ インは逆 に 増加 した。 また水 和特 性 を広幅NMRに よ
る不 凍水 量 の 測定 に よって 検 討 しだ 結果 、不 凍水 量 が、TGaseで架 橋 され ると
著 し く増大 す る傾 向、 すな わ ち、 水 和 水 が 高度 に束縛 され た状態 にな るこど
を 示 した(Tabie1)。
第三章 異種 タンパ ク質問架橋化 とその特性
1)異 種 間 タンパ ク質 問架 橋形 成 の 証明
TGaseによ る架橋 反 応 は、畏 種 タ ンパ ク質分 子 間で も進行 す るはずで ある。,
実 際 に一 方 の タンパ ク質 の ε・闇2基 を予 め アシル 化 に よって、 同 種 タンパ ク
質 問 の架 橋 形成 を抑制 した後 、 他 方 の タ ンパ ク質 を混合 し、TGaseを反応 さぜ
る と、 反 応 性の異 な る異 種 タンパ ク質 問 で も架橋 反応 が進 行 す る ことが確認
さ れ た。 す な わち ア セチ ル化 αs1・カゼ インが、 異種 タンパ ク質 問 との 反応の
進 行 に よ って、 そ の ピー クが消 失 し、 高分 子 側 に移行 しヘテ ロポ リマ ー を生
成 して い るこ とが、 臼g.2に示 さ れ る。
2)異 種 タンパ ク質 問架 橋化 物(ヘ テ ロポ リマ ー)の 特 性
ア セチ ル化 αsl・カ ゼ イン と大 豆11Sグロブ リン をTGaseで異 種 タ ンパ ク質問
架 橋 高分 子 化物 を生 成 ざせ、 種 々 の機 能特 性 を調ぺ た。 この ヘテ ロポ リマー
の溶 解 性 と乳化特 性 は、 αs二。カ ゼ インの ホ モポ リマ ー(TGaseによ る同種間
架 橋化 物)の 挙 動 に類 似 して い た(Fig.3,4)。し.かし広幅NMRに よ る不凍
水 量 及 びDSC(示 差 熱 分析)の 測 定 結果 か らは、 この ヘテ ロポ リマー は、
11Sグロブ リンの ホ モボ リマ ー の挙 動 と近 似 して い た。 これ らの 機 能特 性の
デ ー タ等 か ら、 こ のヘ デ ロポ リマ ー は、TGaseで同時 に高分 子 化す る11Sグロ
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ブ リンの リジ ン残 基 とア セテ ル化 αSt・カ ゼ イン のグル タ ミン残 基 が、 高分子
化11Sグロフ リン の表 面 領域 で ε一(γ ・グ ル タミル)リ ジ ン 架橋 を 形成 した よ
うな 構造 を有 して いる と推察 され た。
第四章 脱ア ミド化 タンパ ク質の調製 とその特性
TGaseは、 碁質 タンパ ク質 の グル タ ミン残 芸 の アシル 転 移 反応 と脱 ア ミ ド化
反 応 を同 時 に触 媒 す る(Fi8.1)。そ こで前 者 の反応 をア ミ ノ基の シ トラ コニ
ル 化 に よ り抑 え、 後 者 の 反応 を7Gaseで優先 的 に進行 ざせ た の ち、 脱 シ トラコ
ニ ル 化 し、 脱 ア ミ ド化 α$1・カ ゼ インを 径 るの に成功 した。 本 脱 ア ミ ド化法に
よ り、 αs1。カゼ インの 全Gln残基 中 の約80%が 脱 ア ミ ド化 され、 分 子間架
橋 形 成 に よ る高分子 量 の 集 合体 の 形 成 は抑 え られ て いた(Fig.5)。脱ア ミ ド
化 αs1。カゼ インの棲 能 特 性 を調 ぺ た とこ ろ、 タンパ ク質 の 高次構 造 に大 きな
変 化 は認 め られなか っ た(Fig.6)が、 酸 性 領 域(特 にpH5)に お け る溶解度
が増 加 し(Fig.7)、更 にCa2や 感 受 性 が低 下 した(Fig.8)。こ の様 な変化
は、 脱 ア ミ ド化 によ る、 酸 性 カル ボ キシル 基 の増 加 に よ る もの と推察 され た。
第五章 架橋化 タンパ ク質膜の調製
共 同 研究 者 であ る丹 尾 らは、 基 質 タンパ ク 質畢度 を5-10%に し,還 元
剤 でS-S結合 が生 じな い条 件でTGaseを作 用 さ せ ると、 系全 体 が速 や か に固化
し、 試験 管 を倒置 して も流 れ落 ち な いゲ ル の形 成 さ れ る こ とを発見 した。
そ こで このゲル 化 反 応 を応 用 して、 強 靱 で、 耐熱 性 の あ るフ ィル ムを形成
させ る こと に成 功 した(Fig.9)。この膜 は、 耐 水 性 が有 り(Fig.10)、かっ、
キモ トリア シンに よ る消化 性 を抑 制 す る こ とがで きた くFig.11)。
第六章 架橋化 タンパク質膜の固定化酵素への応用
TGaseを用 い て 、 αs1・カ ゼ イ ン 膜 を 調 製 す る 際 、 供 試 酵 素 を 混 合 し、 固 定
化 を 試 み た。 即 ち、 酵 素 を 、5%αsI・ カ ゼ イ ン 溶 液 に 加 え 、 更 に ↑Gaseを添
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加 後 ・ 直 ち に混合 溶液 をボ リメ タ アク リ レー ト製 プ レー ト上 に キ ャス テ ィン
グ した。40。Cで 風 乾 させ るこ と に よ って・TGaseによ る架 橋 化反応 と同時
に、 供 試 酵 素 を タンパ ク膜 中 に包 括 せ しめ た。 β・グ ル コ シダ ーゼ 、 α一マン
ノシ ダニ ゼ ・ β一ガ ラ ク トシ ダ ーゼ ・ グ ル コー ス オ キ シダ ーゼ の4種 類 の酵素
に つ いて 固 定化 を試 み た とこ ろ、 繰 り返 しの 使用 に よっ て も、 活 性 が 低下せ
ず、 固定 化 が 可能 で あ っ た《Fig.12,Tabie2)。固定化 様 式 を調 ぺ た ところ、
酵 素 が αs1・カ ゼ イン膜 の格 子 内 に包括 さ れて い る包 括法 で あ る ことが 明 らか
で あ った 。 種 々の 酵秦 特 性 を調 ぺ た結 果 、 本 固定 化 法 で、 従来 法 とほ ぼ同 じ
性能 を持 つ 固定 化酵 素 の 調 製 が 可 能 で あ った。'
第七章 要約
本 研 究 の結 果 、 明 らか に され た こ とを要 約 す ると次 の よ うに な る。
1.TGaseが大 豆 タ ンパ ク質 各 成 分(11S,7S)、及 び カゼ イン 各成 分(α$D 、
κ)等 をそ れぞ れ 架 橋 高 分 子 化 す る こ とを確 認 した。 そ の高 分子 化物 の
機 能 特性 を調ぺ た と こ ろ、 特 に、 水 和 水 が 高度 に束 縛 され た状態 にな る
こと が明 らか にな っ た。
2.一 方 の タ ンパ ク質 を予 め、 アシル 化 した後 、 他 方の タンパ ク質 を共存 さ
せ て、TGaseを反 応 さ せ ると、 異 種 タンパ ク質 問 架橋 したヘ テ ロポ リマー
が 生 成 され る こ と を見 い だ した。 ま たそ の機 能 特性 の 測定 結 果、 単 緬混
合物 で は得 られ な い新 しい物 性 機 能 を有 す るこ とがわ か った。
3.タ ンパ ク質 を可逆 的 保 護 法 で あ るシ トラコ ニル 化 で処 理 した後、TGaseを
作 用 さ せ ると、 グ ル タ ミン残 基 が脱 ア ミ ド化 され るこ とを 明 らか に した。
αs1一カゼ インの 場 合 、 脱 ア ミ ド化 で 高次 構造 に大 きな 変 化 を伴 わず に・
微 酸 性 域 での 溶解 性 の増 大 、 ま たCa2+感 受性 の抑 制 効 果 が認 め られ だ。
4.TGaseによ る タン パ ク質 の ゲ ル化 現 象 を、 フ ィル ム形成 に応 用 し、 強 靱 で・
耐 熱 性、 耐 水性 、 耐 プpテ ア ーゼ 消 化性 の あ る フ ィル ムの 調製 に成功 し
た。
5.こ の 膜 を調 製 す る 際 、 供 試 酵 素 を共 存 さ せくTGase反応 さ・せ ると、 酵素:を
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包括 法 で 、 固定 化 で きる こ とを明 らか に した。
以 上 の よう に、TGaseを用 い た意 寧的、 選 択的 修飾 が 食品 タンパ ク質 の分子 レ
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次に一方のタンパク質を予め,ア シル化 した後,他 方のタンパク質を共存 させて,ト ランスグ
ルタ ミナーゼ反応させると,異種 タンパク質問架橋 したヘテロポリr「一が生成 されることを見い
だ した。またその機能特性の測定結果,単 純混合物では得 られない新しい物性機能を有すること
がわかった。
また,タ ンパク質を可逆的保護法であるシ トラコニル化で処理した後,ト ランスグルタミナー
ゼを作用させると,グルタミン残基が脱アミド化されることを明らかにした。 αs1カゼインの場
合説 アミド化で高次鞭 獣 きな変化を伴わずに・鰍 隊 での解 即 増大・またCa憾
受性の抑制効果が認められた。 トランスグルタミ、ナーゼによるタ堵バク質のゲル化現象を,フ ィ
ルム形成に応用し,強靱で,耐 熱性,耐 水性,耐 プロテアーゼ消化性のあるフィルムの調製に成 「
功 碕 ・
轟
以上,本 論文は,ト ラソスグルタミナーゼによる食品タンパク質の改質に関 して新しい知見を
与えるものであり,審査員一同,著 者は,農 学博±の学位を授与される資格を有するものと判定
した。
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